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Resumen
El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad del índice de fragmentación del ácido desoxirribonucleico (ADN) espermático 
en una cohorte de varones sanos y analizar los factores asociados a dicha variabilidad, incluyendo hábitos de vida y exposiciones 
ambientales. Se trata de un estudio prospectivo llevado a cabo durante 1 año evaluando múltiples muestras seminales (obtenidas 
aproximadamente cada 4-6 semanas) procedentes de 19 varones voluntarios sanos. Los sujetos cumplimentaron encuestas 
epidemiológicas sobre hábitos de vida y exposiciones ambientales en cada una de las entrevistas. Los individuos se clasificaron en 
dos grupos según sus respuestas acerca de determinados hábitos de vida o exposiciones ambientales (“sí” vs. “no”). Se calculó el 
coeficiente de variación (CV) y el coeficiente de variación intraindividual (CVi) del índice de fragmentación del ADN espermático y se 
examinaron sus diferencias estadísticas con respecto a sus respuestas a los factores estudiados. Los CV del índice de fragmentación 
del ADN espermático fueron significativamente distintos para todas las variables estudiadas, a excepción de la exposición a 
tóxicos ambientales (similar CV) y el ejercicio físico ligero (similar CVi). Dicho índice también se relacionó positivamente con el 
número de horas empleadas en actividades sedentarias (p-valor = 0,05). Como ocurre con el análisis de los parámetros seminales 
convencionales, un único análisis de fragmentación del ADN espermático podría ser poco fiable para determinar dicho parámetro 
en el varón. Este estudio muestra que determinados factores o características del varón podrían estar relacionadas con una mayor 
o menor variabilidad de su índice de fragmentación del ADN espermático. 
Palabras clave: Coeficiente de variación; exposiciones medioambientales; fragmentación del ADN espermático; hábitos de vida.
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Abstract
The aim of this work was to study the variability of the sperm deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation index in a cohort 
of healthy men and to analyze the determinants and associated factors related to that variability, including sexual habits, 
lifestyle and environmental exposures. This is a prospective study which was carried out for 1 year evaluating multiple semen 
samples (obtained approximately every 4-6 weeks) from 19 healthy male volunteers. The subjects completed epidemiological 
questionnaires on lifestyle and environmental exposures in each of the interviews. Individuals were divided into two groups 
depending on their responses to several lifestyle and environmental exposure questions (“yes” vs. “no”). The coefficient of variation 
(CV) and the intra-subject coefficient of variation (CVi) of the sperm DNA fragmentation index were calculated and their statistical 
differences examined with regard to their responses to the studied factors. The CVs of the the sperm DNA fragmentation index 
were significantly different for all the studied variables, with the exception of the exposure to environmental toxicants (similar CV) 
and light physical exercise (similar CVi). That index was also positively correlated to the number of hours spent doing sedentary 
activities (p-value = 0.05). As with the analysis of conventional semen parameters, a single analysis of the sperm DNA fragmentation 
might be scarcely realiable to determine that parameter in men. Our study shows that certain male factors or characteristics may 
be related to a higher or lower variability of the sperm DNA fragmentation index. 
Keywords: Coefficient of variation; environmental exposures; sperm DNA fragmentation; lifestyle.
Resumo
O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade do índice de fragmentação do ácido desoxirribonucleico (ADN) espermático 
numa coorte de homens saudáveis e analisar os fatores associados a essa variabilidade, incluindo estilos de vida e exposições 
ambientais.  Este é um estudo prospetivo, realizado por 1 ano, avaliando várias amostras de sémen (obtidas aproximadamente a 
cada 4-6 semanas) a partir de 19 voluntários saudáveis  do sexo masculino.  Os sujeitos preencheram questionários epidemiológicos 
sobre estilos de vida e exposição a fatores ambientais em cada uma das entrevistas. Os indivíduos foram classificados em dois 
grupos de acordo com suas respostas sobre determinados estilos de vida ou exposições ambientais (“sim” vs. “não”). Calculou-se 
o coeficiente de variação (CV) e o coeficiente de variação intra-individual (CVI) do índice de fragmentação do ADN do esperma 
e analisaram-se as diferenças estatísticas relativamente às respostas aos fatores estudados.  Os VC do índice de fragmentação 
do ADN do esperma foram significativamente diferentes para todas as variáveis estudadas, com exceção da exposição a tóxicos 
ambientais (CV similar) e do exercício físico ligeiro (VCi similar). O índice também se relacionou positivamente com o número de 
horas gastas em atividades sedentárias (valor-p = 0,05). Tal como acontece com a análise dos parâmetros seminais convencionais, 
uma única análise de fragmentação de ADN espermático pode ser pouco fiável para determinar este parâmetro no homem. Este 
estudo mostra que determinados fatores ou características do indivíduo podem estar relacionados com uma maior ou menor 
variabilidade do seu índice de fragmentação do ADN espermático.
Palavras-chave: Coeficiente de variação; exposições ambientais; fragmentação do ADN espermático; estilos de vida.
INTRODUCCIÓN
Un genoma espermático en buen estado es 
esencial para la capacidad reproductiva del varón1. En 
la última década, diversos estudios han establecido 
una relación entre las roturas en la cadena del ácido 
desoxirribonucleico (ADN) de los espermatozoides y los 
problemas de infertilidad masculina2-6.
Enfermedades o exposiciones como el cáncer7, las 
radiaciones o la quimioterapia8,9, el aumento de la 
temperatura escrotal10, el tabaco11-15, la contaminación del 
aire16, o los plaguicidas17-19, provocan daño en la estructura 
de la cromatina espermática20. La exposición ambiental 
a otras sustancias o compuestos como pegamentos, 
disolventes, siliconas, plásticos o metales, entre otros, se 
ha relacionado con la infertilidad masculina21, aunque 
no se conoce bien su influencia o posible efecto sobre 
la fragmentación del ADN espermático. Otros factores 
estudiados por su posible relación con la fragmentación 
del ADN espermático son por ejemplo el ejercicio físico22, 
el consumo de alcohol15,23 o la cafeína24. Los hábitos 
sexuales reflejados en la frecuencia de eyaculación 
o la abstinencia sexual podrían influir en el índice de 
fragmentación del ADN espermático25,26.
Diversos autores coinciden en que la evaluación 
de la integridad del ADN espermático se considera 
un buen indicador de la calidad seminal y de la 
capacidad reproductiva masculina, y se trata de un 
estudio complementario de utilidad en la evaluación 
de los parámetros de recuento, movilidad y morfología 
espermática27-30. 
La variabilidad intraindividual en los parámetros 
seminales tradicionales31-35 es bien conocida, pero 
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apenas se ha estudiado con respecto a la fragmentación 
del ADN espermático. Estudios previos sugieren que 
la variabilidad del índice de fragmentación de ADN 
espermático es menor que la de los parámetros seminales 
tradicionales36,37. Otros autores, no obstante, describen 
una moderada variabilidad del índice de fragmentación 
de ADN espermático entre varias muestras seminales en 
varones potencialmente infértiles38,39. 
Una elevada variación del índice de fragmentación del 
ADN espermático intraindividual sería relevante para la 
evaluación clínica del varón, al dificultar el diagnóstico de 
su capacidad fértil a partir de una única muestra. Además, 
de existir una variabilidad importante en la medida del 
daño del ADN espermático sería conveniente conocer 
qué factores están relacionados con dicha variación. 
El objetivo de este trabajo es estudiar la variabilidad 
del índice de fragmentación del ADN espermático en 
una cohorte de varones sanos y analizar los factores o 
determinantes asociados a dicha variabilidad, incluyendo 
hábitos de vida y exposiciones ambientales. 
MATERIAL Y MÉTODOS
Población de estudio y cuestionarios
Se trata de un estudio prospectivo y de seguimiento 
que se llevó a cabo evaluando muestras seminales 
procedentes de varones voluntarios y sanos que 
contactaron o acudían a un centro de reproducción 
humana ubicado en la ciudad de Murcia (España). Se 
reclutaron 24 varones (16 por su interés en el programa 
de donación de semen y 8 sujetos parejas de pacientes 
de ginecología, no de fertilidad, de la propia clínica), 
de los cuales se excluyeron 5 (1 por azoospermia y 4 
por abandono voluntario del estudio). Finalmente se 
realizó un seguimiento de la calidad seminal de 19 
individuos (18-40 años) durante un periodo de 1  año 
(2012/13) para registrar la variabilidad de la integridad 
del ADN espermático en cada uno. De ellos, 11 tenían 
fertilidad probada (hijos/as) y 8 no presentaban 
descendencia, principalmente porque aún no habían 
considerado la posibilidad de paternidad. Las recogidas 
de muestras seminales fueron aproximadamente 
cada 4-6 semanas y los varones cumplimentaron 
encuestas epidemiológicas sobre datos demográficos, 
exposiciones medioambientales y hábitos de vida, y 
se sometieron a una exploración andrológica. Cada 
participante aportó entre 6 y 14 muestras seminales 
(un sujeto: 6 muestras; un sujeto: 7 muestras; un sujeto: 
12 muestras; un sujeto: 14 muestras, y 15 sujetos: 10 
muestras seminales) repartidas durante un periodo 
de 12 meses. El número total de muestras seminales 
analizadas fue de 189, de las cuales 46 fueron de 
donantes y 143 del resto de sujetos. Los participantes 
fueron recompensados por su participación con una 
tarjeta regalo de 100  €. Se obtuvo el consentimiento 
informado de todos los sujetos participantes y la 
Comisión de Ética de Investigación de la Universidad 
de Murcia aprobó este estudio. Todos los sujetos 
realizaron un cuestionario inicial que incluyó datos 
sobre edad, nivel de estudios, ocupación, antecedentes 
clínicos previos y actuales, desarrollo sexual, estilo de 
vida, hábitos sexuales y situaciones extraordinarias 
en los 3 meses anteriores al inicio del estudio. 
Posteriormente, tras cada obtención de muestra, los 
varones cumplimentaban encuestas de seguimiento 
registrando datos de estilos de vida, exposiciones 
medioambientales y hábitos sexuales durante las 4 
semanas previas.  
análisis de fragmentación del adn esPermático y exPloración física
Todas las muestras de semen se obtuvieron por 
masturbación en un frasco estéril de plástico de 
boca ancha (Deltalab 150 mL PP B/I) etiquetado y 
atemperado a temperatura ambiente, en la sala para 
obtención de muestras del centro de reproducción 
humana. El tiempo de abstinencia se registró como 
el número de horas desde la obtención de la muestra 
hasta la eyaculación anterior. En cada análisis, los 
sujetos informaban de la frecuencia de eyaculación en 
los 15 días previos. Las muestras seminales se analizaron 
siguiendo las directrices de la Organización Mundial de 
la Salud31. Todas las muestras se atemperaron a 37 º C y 
se licuaron dentro de los 30 minutos post-eyaculación. 
Una vez licuada cada muestra seminal, inmediatamente 
se congeló una alícuota en criotubos (CryoTube Vials 
4,5 mL Thermo Scientific) sin crioprotector a -20 º C, y 
posteriormente fueron almacenados en un congelador 
a -80 º C hasta su análisis40. Se descongelaron 
las alícuotas con los espermatozoides mediante 
inmersión 30 s en agua a 37 º C. En algunos casos, fue 
necesario, diluir con PBS hasta una concentración 
de 5-10*106  espermatozoides/mL. Inmediatamente 
tras la descongelación, se procesaron las muestras 
según el test Halotech Dna (Halosperm) basado en la 
técnica SCD (Sperm Chromatin Dispersion)41,42. Tras el 
procesamiento de las muestras se analizaron mediante 
microscopía de fluorescencia  (SYBR®Green II RNA Gel 
Stain, InvitrogenTM, Life Technologies Corporation, 
Paisley, Reino Unido). El índice de fragmentación 
se definió como el porcentaje de espermatozoides 
con el ADN fragmentado con respecto al total de 
los espermatozoides analizados. En cada alícuota se 
estudiaron 300 espermatozoides. La misma bióloga 
especializada realizó todos los análisis microscópicos 
(CP-P). En la exploración física se recogieron datos 
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antropométricos y se evaluó el tamaño testicular 
usando un orquidómetro de Prader (Andrology 
Australia, Clayton, Victoria, Australia) y la presencia o no 
de varicocele u otras anormalidades escrotales. 
análisis estadístico
Se realizaron análisis descriptivos sobre 
características demográficas, examen físico y 
fragmentación del ADN espermático. Se calculó 
el coeficiente de variación (CV) y el coeficiente de 
variación intraindividual (CVi) de los datos diferenciado 
por grupos de interés según variables relativas a 
hábitos de vida y exposiciones ambientales. Además, se 
estudió la significación estadística de la diferencia de 
resultados entre los grupos mediante la prueba de Miller 
y Feltz43. Para distinguir grupos de interés se utilizaron 
las variables independientes dicotómicas (sí/no): 
tabaquismo, consumo de vino, cerveza, café, o licores, 
exposición a tóxicos o contaminantes, estrés, práctica 
de ejercicio ligero, moderado o intenso y de ejercicio 
moderado/intenso conjuntamente. Tabaquismo, 
consumo de vino, cerveza, licores y café, reflejaban 
la exposición durante el mes anterior a alguna de 
estas sustancias. Se registró el número de cigarrillos, 
número de copas de vino y licores, número de tercios 
de cerveza, y el número de tazas de café semanales. En 
cuanto a la exposición a tóxicos o contaminantes se 
consideró el contacto (al menos 1 hora a la semana) con 
sustancias tales como metales, plaguicidas, pinturas, 
disolventes, desengrasantes u otros. Las variables de 
consumo se separaron por la mediana, y se consideró 
al sujeto en el grupo del “sí” si registró más de la mitad 
de las respuestas afirmativas en los cuestionarios de 
seguimiento (consumidor habitual o regular), excepto 
para la exposición a tóxicos o contaminantes, en la cual 
se consideró al sujeto en el grupo del “sí” si había estado 
en contacto en alguna ocasión durante el periodo de 
estudio con estas sustancias. En el caso del estrés, se 
tuvieron en cuenta los acontecimientos personales, 
familiares, y situaciones difíciles experimentadas 
durante el mes previo. Se consideró un sujeto 
sometido a estrés al responder a 2 o más preguntas 
afirmativamente (de las 8 presentes en el cuestionario)44 
más del 50  % de las veces en dichos cuestionarios 
(estrés habitual o regular). Con respecto a la actividad 
física, se expresó en 3 niveles: intensa (ejercicio extremo 
que es muy fatigoso o sudoroso), moderada (ejercicio 
que produce cierta fatiga y sudoración), y ligera (que 
no produce mucha fatiga o sudoración), midiendo 
las horas semanales para cada nivel de intensidad, 
durante el último mes. Igualmente, se consideró que 
un sujeto realizaba o no un tipo de ejercicio concreto si 
respondió afirmativamente a más del 50 % de las veces 
durante el seguimiento (ejercicio habitual o regular). 
Las actividades sedentarias se registraron según el 
número medio de horas semanales que el sujeto 
permanecía sentado (viendo la TV, vídeo o DVD, frente 
al ordenador, conduciendo, etc.) durante el último mes. 
Se estudió la frecuencia de eyaculación considerando 
el número de eyaculaciones en los 15  días previos y 
el tiempo de abstinencia sexual previo a la recogida 
de la muestra seminal registrado en número de horas. 
Las relaciones existentes entre variables continuas se 
analizaron mediante la correlación de Spearman. Todas 
las pruebas fueron de 2 colas y el nivel de significación 
estadística se fijó en 0,05. Para la realización de los 
análisis estadísticos se empleó el paquete estadístico 
SPSS 21.0 (IBM Corporation, Armonk, Nueva York, EE. 
UU.). 
RESULTADOS
En la tabla 1 observamos el resultado de los CV y CVi 
para el índice de fragmentación del ADN espermático en 
relación con los distintos hábitos de vida (tabaquismo, 
consumo de alcohol, consumo de café, exposición a 
tóxicos o contaminantes, estrés y ejercicio físico). Los 
CV difieren significativamente para todas las variables 
estudiadas, a excepción de la exposición a tóxicos 
ambientales. Por otro lado, los individuos que realizan 
ejercicio intenso o moderado-intenso y los individuos 
expuestos a tóxicos o contaminantes presentan los CVi 
más bajos (34,1  %; 34,5  % y 37,5  % respectivamente), 
mientras que los fumadores, o consumidores habituales 
de cerveza o licores mostraron mayores CVi. Los 
consumidores de vino o café, o sometidos a estrés, 
expuestos a tóxicos, que practican ejercicio intenso 
o moderado-intenso mostraron significativamente 
menores CVi que los que no presentaban ninguna 
de estas características. En general, hubo diferencias 
significativas en el CVi entre ambos grupos de sujetos 
para todas las variables estudiadas, excepto para la 
práctica de ejercicio ligero.
La tabla 2 muestra la relación entre el índice de 
fragmentación del ADN espermático y las características 
sexuales y hábitos sedentarios de los sujetos. Los 
resultados no mostraron una correlación significativa 
(p-valor  =  0,08 y 0,77) al comparar con la abstinencia 
sexual y la frecuencia de eyaculación, respectivamente. 
Sin embargo, en relación a los hábitos sedentarios, los 
resultados mostraron un coeficiente de correlación 
significativo (p-valor  =  0,05), mostrando una relación 
positiva entre el número de horas viendo TV, etc. y el 
índice de fragmentación del ADN espermático.
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Tabla 1. Coeficiente de variación (CV) y CV intraindividual (CVi) del índice de fragmentación de ADN espermático 
relacionado con las distintas características o hábitos de vida
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Tabla 2. Correlación entre hábitos sexuales y sedentarios y el índice de fragmentación del ADN espermático
Variable
ÍNDICE FRAGMENTACIÓN DEL ADN ESPERMÁTICO
r p-valor
FRECUENCIA DE EYACULACIÓN 0,025 0,77
TIEMPO DE ABSTINENCIA -0,132 0,08
HÁBITOS SEDENTARIOS 0,151 0,05
DISCUSIÓN
Hasta donde conocemos este es el primer trabajo de 
seguimiento realizado en el sur de Europa para estudiar 
la variabilidad de la fragmentación del ADN espermático 
en varones sanos, y el primero que estudia su relación 
con sus hábitos de vida y exposiciones ambientales. 
Los resultados de nuestro estudio son consistentes con 
estudios previos que muestran una variabilidad del 
índice de fragmentación del ADN espermático superior 
al 30 %38,39 y por tanto, equiparable a la variabilidad 
intraindividual existente en los parámetros seminales 
tradicionales32-35, lo cual contradice a otros autores que 
consideran la medición del índice de fragmentación del 
ADN espermático más estable que otros parámetros 
seminales, como movilidad, concentración, etc.36,37. 
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Hasta donde conocemos, son escasos los estudios 
que han relacionado los hábitos de vida con el índice 
de fragmentación del ADN espermático. Por ejemplo, 
un estudio experimental realizado en ratones macho 
mostró que la realización de ejercicio combinado con 
dieta disminuía el daño al ADN espermático22. En estudios 
observacionales, algunos autores han relacionado un 
mayor índice de fragmentación del ADN espermático 
con el tabaquismo11-15, con el aumento de la temperatura 
escrotal10 o con la exposición a plaquicidas17-19. Los 
hallazgos conocidos sobre la relación entre el consumo 
de alcohol y los problemas de infertilidad masculinos 
son todavía poco concluyentes23. Se ha mostrado que el 
alcohol causa un aumento del estrés oxidativo, y esto a 
su vez podría afectar a los parámetros seminales, pero 
todavía no se conocen bien los mecanismos relacionados 
con este proceso15,23. Sin embargo, el consumo de cafeína 
sí se ha asociado con índices relativamente menores de 
fragmentación del ADN espermático24. 
En nuestro estudio se observó que los CV del 
índice de fragmentación del ADN espermático fueron 
significativamente distintos para todas las variables 
estudiadas, a excepción de la exposición a tóxicos 
ambientales (similar CV) y el ejercicio físico ligero (similar 
CVi). Con respecto a las exposiciones ambientales a 
tóxicos, cabe señalar que existe un número muy bajo 
de dichas exposiciones entre los varones participantes, 
lo cual podría influir en gran manera en la ausencia de 
significación estadística en esta variable, por lo que 
dicho resultado debe ser tomado con cautela. Con 
referencia al ejercicio físico ligero, podríamos argumentar 
que la realización o no de este tipo de ejercicio no 
es determinante para la variabilidad del índice de 
fragmentación del ADN espermático en los varones, y 
es concordante con resultados similares publicados con 
respecto a los parámetros seminales convencionales 
(concentración, movilidad, etc.)45.
Respecto a la influencia de otros factores en el 
índice de fragmentación del ADN espermático, como 
los hábitos sexuales, los resultados no mostraron una 
correlación significativa. No obstante, estudios previos 
indican que un aumento en la frecuencia de eyaculación 
(cada 24 horas)  y un menor tiempo de abstinencia 
sexual (entre 3 y 24 horas) podrían disminuir el nivel de 
fragmentación de ADN espermático25,26. Sin embargo, en 
nuestro estudio, el número de horas de sedentarismo sí 
se relacionó positiva y significativamente con el índice de 
fragmentación del ADN espermático. 
Hasta donde conocemos, ningún trabajo anterior ha 
estudiado la variabilidad del índice de fragmentación 
del ADN espermático en relación con los hábitos de vida 
y exposiciones ambientales. Los resultados obtenidos 
permiten establecer una primera asociación entre dichos 
factores y la variabilidad del índice de fragmentación del 
ADN espermático, y son consistentes con los resultados 
obtenidos en otro estudio previo, que muestra la existencia 
de una relación entre los hábitos de vida y la variabilidad 
de los parámetros seminales convencionales35. 
No obstante, no podemos descartar totalmente 
que otros factores o la combinación de varios, pudieran 
estar influyendo en la variabilidad de dicho parámetro. 
Las limitaciones del presente estudio también son las 
inherentes a cualquier estudio observacional, con lo cual 
no se puede inferir causalidad de los resultados obtenidos. 
Un sesgo de información (recuerdo) podría existir a priori, 
pero el periodo sobre el que se preguntaba eran unas 
pocas semanas atrás y los participantes desconocían 
qué relaciones se iban a investigar con respecto a sus 
hábitos de vida o exposiciones ambientales. Además, 
cabría señalar que no se midieron biomarcadores de 
estrés fisiológico o del estatus antioxidante, así como 
la diferenciación entre ejercicio aeróbico y anaeróbico. 
Son parámetros que recomendamos encarecidamente 
investigar en futuros estudios. De esta forma, hacemos 
hincapié en que nuestros resultados deben ser tratados 
con cautela y la necesidad de nuevos estudios (incluyendo 
parámetros analíticos) que confirmen estos hallazgos.   
CONCLUSIÓN
El índice de fragmentación del ADN espermático 
presenta una considerable variabilidad (CV e CVi), que 
coincide con hallazgos encontrados en estudios previos38,39. 
Desde un punto de vista clínico, un único análisis de 
fragmentación del DNA espermático podría ser poco fiable 
para determinar el diagnóstico de fertilidad o infertilidad, al 
igual que ocurre con el análisis de los parámetros seminales 
tradicionales33,35. No obstante, serían conveniente realizar 
más estudios sobre la asociación entre los hábitos de vida 
y la fragmentación del ADN espermático, especialmente 
con el fin de esclarecer una posible relación con la 
actividad física o la exposición a tóxicos y contaminantes 
ambientales. En definitiva, este estudio muestra que 
determinados factores o características del varón podrían 
estar relacionadas con una mayor o menor variabilidad de 
su índice de fragmentación de ADN espermático. 
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